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Beschreibung 
Verf ahren ,u*d Vorrichtung zum eelektiven Nachweis 

* 

magnetischer Partikel 




10 



15 




as 



Die Brfindung betriff t . den Nachweis magnet ischer Parti- 
kel ale Marker an flnalyten. 

Aus dam Stand der Technik. sind Nachweisverf ahren von 
Analyten mittels Fluorochromen , Bnzymen oder radioakti- 
ver Teilcben als sogenannte Marker fur Analyten be- 
kannt. Nachteilig ist der lineare Detektionsbereich von , 
Fluoreszenzmarkem- b^r die Empf indlichkeit-enzymati- • 
scher Techniken begrenzt. Radioaktive Marker sind auf- 
• grund der Strahlenschutzanforderungen problematisch . 

'Bioa e6 ays .auf der .Basis magnetiacher Markierung des 
Analyten sind hierzu eine Alternative. Die magnetischen 
Partikel bestehen aus einem Eieenoxid-Kern" mit defi- 
nierten Durchmessem von eini gen zehn bis einigen hun- ' 
dert tfanometern. sie weisen eine biocompatible Oberfla- 
chenbeschiohtung au£, mit der sie an den Analyten, 
*. B. an chemische Substanzen. oder an die Oberflache /' 

von Zellen oder Viren in an sich bekannter Weise gebun- ' 

den werden. 

« 

* 

Vorteilhaft sind derartige Marker .stabil, ungiftig und 
mittels' magnetischer Felder manipulierbar . Partikel aus 
Eisenoxid sind superparamagnetic^ Das Vorhandensein 
magnetiscber Partikel in einem Probenvolumen kann durch 
Wecbselfeld-Suszeptometrie bestimrnt werden. Im Falls 
der Monodis P ersitat,-d.h. einheitlicher PartikeIgr6Se, 
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kann die Konzentrat ion der Partikel auch quant itativ 
beetlimnt werden. 

* i 

Aua US 6, 110 , 660 ist der STachweis magnetiecher Partikel 
mittels Suszep tome trie bekannt . Dabei.wird die magneti- 
sche Suszeptibilitat eines Analyten mittels .einer Max- 
well-Brucke im Freqiienzbereich urn 200 kHz gemeseen. Die 
gemessena elektrische Spannung an einem Ausgangsver- 
etarker- der Brucke 1st der Suszeptibilitat der L6sung 
proportional. Bei konatanter Partikelg:r6£e ist wiederum 
die Suszeptibilitat proportional zur Anzahl der magne- 

■ • 

tiecheri Partikel in Losung. 



I — — - — — • m —r -r. m - 

Nachteilig ist dieses Verfahren nicht selektiv. Zwar 
ist die; magnetische Suszeptibilitat konzentrierter Ma- 

■ 

nopartikel-Losungen hoch. Allerdinga erforderji Immuno- 

» 

aesay-Verfahren in der Regel den Krachweis sehr geringer 
Konzentrat ionen von Biomolekulen und. dementsprechend 
sehr geringe Konzentrat ionen magnetischer Marker- 
Partikel. Die resiiltierende Suszeptibilitat der Losung 
iBt dann sehr klein und kaum von der Suszeptibilitat 
einer Vergleichslosung ohne magnetische Partikel zu un- 
terscheiden. Die ErhShung der Verstarkung am Ausgang 
der Maxwell -Briicke ist keine brauchbare Losung dieses 
Problems, weil parasitare Effekte wie Suszeptibilitats- 
variationen der Probengef afie , der Reagenzien und der 
Laborumgebung ebensq zu Streuungen . in der Ausgangs- 
spannung fuhren wiW thermische Effekte und eiektro- 
riisches Driften der Bauteile der AusleseschiUtung. 

■ 

Aus US 6,046,585 ist die Bewegung -.von Magne tpartikel- 
Proben zur Erzielung einer niederf requenten Modulation 
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des Meessignals unter Verwendung eines gradiometrischen 
SQUiD-wagnetfelddetektore bekannt. Nachteilig werden 
etwaige Signale der Probenhalterung und der Probengefa- 
Se mit diesem Verf ahren nicht unterdruckt . 

» * 

* 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein verf ahren zum selek- . 
tiven Nachweia superpara- und/oder f erromagnetischer 
Partikel bereit zu. stellen, welches mit geringem appa- 
rativen Aufwand hochsensitiv solche Partikel nachzuwei- 
sen vermag. Aufgabe der Erfindung ist es welter eine 
diesbezugliche Vbrrichtung zur Durchfuhrung. dea Verfah- 
reng bereit zu stellen. 

♦ 

Die Aufgabe wird durch ein Verf ahren gemafi Haupt'an- " 
spruch und durch eine Vorrichtung gem&S Nebenarispruch 
gelost. Vorteilhafte Ausgeataltungen ergeben sich aua 
den darauf jeweils ruckbezogenen Parent anspruchen. 

■ * 

Zum selektiven Nachweia und/oder zur Quant if izierung 
aupexparatnagnetiacher und/oder f erromagnetischer Parti- 
kel wird eine aufgrund der Nichtlinearit&t der Magneti- 
sxerungakennlinie der Partikel er*eugte Frequenz- 
Konpbnente von Magnetfeldem bei einer Miachfrequenz 
gemessen.. 

■ » 

* 

■ 

Superpara- und f errpmagnetiache Stoffe weisen eine 
nichtlineare Magnet i si erungskennlinie auf , eine Eigen- 
schaft, welche erf indungagemaS zutn selektiven KTaehweis 
dieser stoffe genutzt wird. Das Verfahren nutzt die Ab- 
hangigkeit der dif f erentiellen auazeptibilitat , (das 
heifit die Ableituhg der magnetischen Suzeptibilitat 



m 28.02.03 12:04 FAXG3 Nr: 634914 von NVR FAVr^ in mm/n 7 ZZ, a, * 



12:53 



RPA •> DPA MuNCHEN 



Forschungssentrum JGlfch GmbH 
PT 1 .2050/mo-we 



NR. 396 



27.02.2003 




15 




25 



4 



nach dem Magnetfeld) der Partikel von dem 'auf die Par- 
tikel einwirkenden Magnetfeld, aus. 

# 

Die Partikel werden mit einem ersten Wechsel -Magnetfeld 
beauf schlagt . Dies hat eine Aussteuerung der- Magneto ■ 
sierungskennlinie der Partikel zur Folge (Aussteuer- 
Magnetfeld) . , 

■ • 

Bevorzugt weist dag Aussteuer-Magnetfeld eine Frequenz 
zwischen 50 und 100 Hertz auf. Durch Auswahl soicher 
niederfreguenter Wech S el- Magnet:felder k6nnen niedrige . 
Strome und Spannungen verwendet werden. • 



■Die Partikel vrerden zudem mit" einem zweiten Wedheei: , 
Magnetfeld mit einer zun, Aussteuer-Magnetfeld verschie- 
denen Freguenz beauf schlagt . Das zweite Wecheel- 
Magnetfeld di ent der Abtastung der Michtlinearitat der 
Magnetisierungekennlinie der Partikel (Abtast- 
. Magnetfeld) . 

Als Folge tritt ein auf Grund der Einwi.kung de r beiden 
Wecheel-Magnetfelder induziertes Antwort -Magnetfeld der 
™agnetischen Partikel auf ; welches gemessen wird. 

* 

Das Abtast-Magnetfeld kann vorteilhaft eine Freguenz 
swischen 10 und 100 Kilohertz aufweisen. Dadurch wird 
" PallS dSr ve ^dung einer lnduktione Bpu i e als Mag- 
netfeldsensor vorteilhaft bewirkt, dass die in dieser 
Spule. durch das Antwort -Magnetfeld induzierte Spannung, 
dre der F^guenz dee Antwort -Magnet feldea proportion*! 
ist, hoch und damit leichter messbar ist 



. 28.02.03 12.04 FAXG3 Nr: 634914^n7WxG3..0.0ini/^^« 



\/nn A*l \ 



28.02.03 



12:53 



RPft * DPft MGNCHEN 



NR. 396 P09 



27.02.2003 



*1 



10 




15 



/ 20 




25 



Dae aurtretende Amplitudenvariation dee Antwort- 
^ 9ne " eldaS iSt abha rigig von der ^ ^ der . 

K°n=em:ratio„ der magnetieehen Partial . Superpara- und 

^=ht-Uneare «a9n.tteierun SslMml l inle auf , Auf Qtuna 

cL ^* UfS ° hlaBtan «-«H»P««dir auf. Ein » 8o1 . 
... •HBceKtlcm (Demodulation) «a/,v,™ • 

it: d :rr te sp ™ *- • 

itTH ri K °^ 0nente - d als Au Sga n gagignal zur Ba „ 

strung der Kon 2 entration des An alyten 

, Aznplxtude tWitu.tertriatlcq, des tatWrt j , 

' PhaS ^—^^ Detection der 

perpara- und £ erromagnetischer Analyten ^ ■ 

liche vsvu « o ^"aiycen weiBt der zeit- 

-ticiie Verlauf der Amplitude des Anh*,r»-K M = " 
Prem^r,^ Ant wort - Magne t f el des 

^quen^omponenten auf. die Vielfache der Freouenz des 
Aussteuer-Magnetfeld^ «-(»^ *requenz des 

agnetfeldes sind. Besonders ausgeprgot sirtw 

Der Grund dafiir let, das* * 

einer ^r-.o . A «ssteuer-Magnetfeld ^ 

einer verzerrten magnetischen Induktion der magnet i 

takel funrt. Das zusatslich aufgebrachte Ab- 
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tast-Magnetfeld hat in. dem Falle, dass die durch das 
Aussteuer-Magnetfeld vorliegende momentane magnetische 
Induktion gerade einen Nulldurchgarig durchlauft, eine 
grofie zusatzliche magnetische Induktion zur Folge; in 
dem Falle. dass die Aussteuer-Induktion gerade ein'fie- 
tragsmaximum aufweiet, fuhrt das Abt as t -Magna tf eld fain- 
gegen nur zu'einer kleinan, zusatzlichen Induktion. Die 
Amplitude W ird namiich durch die Ableitung der Magneti- 
sierungskurye der magnetiachen 'Partikel kontrplliert , 
die im Falle grofier Magnatf elder auf grund des Satti- ' 

gungseffektea geringer ist a l s im Falle kleiner Magnet- 
f elder. 1 

■ 

• Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Amplitude des 
AutwSrt-Magnetfeldes bei der Frequenz dee Abtaet- . 
Magnetfeldes als Funktion der Zeit, so variiert diese 
Amplitude gerade mit der doppelten Frequenz der Pre- 
CRenz des Aussteuer-Magnetf eldes . Sie hat ihre Minima 
bei den Extrema der Aussteuerung und ihre Maxima bei 
den Nulldurchgangen . 

* • 

Die Amplitudehvariation des Antwort -Magnetfeldes wird 
zweckmaSig durch phasenempfindliche Detektion demodu- 
laert. Das Antwort -Magnet £ eld wird zweckmaSig durch 
pinen Magnetf eldsensor in eina elektrische Spannung 'ge- 
wandelt und gegebenenf alls verstarkt . 

< 

Die resultierende Ausgangsspannung ist im Falle mono- 
disperser Partikel vorteilhaft linear proportional der 
Konzentration des Analyten, walche nach Kalibration- 
Messsystems sntsprechend barechnet wird: 
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Bine Vorrichtung zum selektiven Nachweis und/oder 2U r 
Quantifij E iexung..Bup«rparaniagnetis6hBr und/oder ferro- 
magnetischer Partikel mittela Messung der .dirfe-entiel- 
len Suszeptibilitat.der Partikel, umfaest einen Behal- 
ter mit den hachzuweisendem und/oder 2 u guantifi 2±eren _ 
den Partikeln am *nalyten. per Behaiter kann an S einem . 
fur das Verfahren geeignetem, nicht magnetischen Mate- 
rial,- das heifit z . b. aus Glas Oder Kunsts toff , beste- ' 
hen . 
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Die Vorrichtung umfasst mindestens einen Ossillator 

Der OsziHator i st geeignet, urn Freguen.en von Wechsel- 

Magnetf eldern, . wie im vorliegenden Pall natig, zu er _ 
zeugen . ... .. , _ . 

■ 

4 

^ 8 ° nd °" TO " e "Ha fC untfaaat dia Vorrichtung ainan B a- 
Btsfre^-oasiHa^. aua dem die PrequeniJen de3 ^ 
taat- und daa Auaateuer-Magnetfeides 
teilam phaaenatarr abgelaitat W erdan. 

* 

Ea konnan abar auch z^i Oazillatoran zur unabhangigan 
Erzaugung baidar Wachael -Magnatfaldar varwandat warden 

° S2lllat « «—»■« *»« «. Fzaquenz das Ah! 
taat-Magnatfaldaa. ain zwaiter oaziilator dia Fraguanz 
dea Auaateuer-Magnetfeldaa. ' 

• * 

Die vorrichtung „ eiat zu d8ro wtaaMm ainen Fel 

"t LT„' h DieSer dieM — Haaufachla^g daa *na ly tan 

taalhaft z„ai aolchar Faldganaratoran vorliagan. d±a 
dan analytan oat da m aratan bz W . saltan Wachaal- 
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Magnetreld, also ,des Ausateuer-Magnetf eld und des Ab- 
tasfc-Magnetf eldes, beauf schlagen. . 

* ■ ■ 

Die Vorrichtung umfasst einen Magnetfeldsensor, der der 
Aufnahme eines Antwort-Magnetf eldes der Partikel dient. 
Der Magnetfeldsensor wandelt und verst&rkt die Amplitu- 
denvariation des Antwort-Magnetf eldes der Partikel und 
leitet sie an einen phasenempf indlichen. Detektor wei- 




15 
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Die Vorrichtung umfaeet femer mindestens einen phasen- 
empf indlichen Detektor,. der von .einem Oazillator gege- 
benenfalls fiber einen Frequenzteiler mit einer Refe- 
renzfrequenz geapeist wird". Der phasenen^f indliche De- 
tektor ermittslt die Amplitude des Antwort-Magnetf aides 
bei dieser Frequenz. 

Die. Vorrichtung kann mindestens einen zweiten phasen- . 
empf indlichen Detektor umf assen, der ebenf alls von 
einem Oszillator gegebenenf alls uber einen Frequenztei- 
ler mit einer Referenzfrequenz geapeist wird. 
In diesem Falle wiirde der. erste phasenempf indliche De- 
tektor zweckmafiigerweise mit der Abtast frequenz als Re- 
ferenz gespeist und dement aprechend die Amplitude des . 
Antwortmaghetf eldes bei der Abtast frequenz lief em. per 
zweite phaeenempf indliche Detektor wurde ale 
• mit einem Vielf achen der Frequenz des Aussteuer- 
Magnetf eldes gespeiat. Der zweite phasenempf indliche • 
Detektor untersucht. die Amplitude des Antwort- 
Magnetf eldes , we iche Uber den erst en phasenempf indli- 
chen Detektor an den zweiten phasenempf indlichen Deeek- 
tor geleitet wird, auf eine Frsguenzkomponente , die 
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einem geradzahligen Vielfachen, insbesondere dem Dop- 
pelten der Frequenz des Auasteuer-Magnetf eldes ant- 
spricht. Der zweite phasenempf indliche Detektor arzeugfc 
eine Ausgangsspaixnurig, die der Amplitude dieeer Fre- 
quenzkomponente entspricht. 

* 

* 

2ur Maximierung der demodulierten Signale kann die Vor- 
richtung f erner Phasenschieber an den Ref erenzeingangen 
• der pnaeenempfindlichen Detektoren beinhalten. 

i 

im weiteren wird die Erfindung an Hand von Ausfuhrungs- 
beispielen und der beigefiigten Figuren 1 bis 8 naher 
beschrieben. 

% 

■ 

Figur 1 veranschaulicht die zugrundeliegende phyaikali- 
sche Eigenschaft superparamagnetischer und ferromagne- 
tiseher Materialien. perartige Materialien weisen eine 
n^chfc-lineare Magnetisierungskennlinie auf (Fig. ih) . 
Ira Gegensatz hierzu weieen diamagnetische und paramag- 
netische Materialien eine linear© Magnetisierungskenn- 
linie auf (Fig. la) . 

Die Substanz werde mit einem Wechselfeld der Frequenz f 
und der Amplitude H A beauf schlagt . Bin etwaiges zusatz- 
lich vorhandenes statisches Magnetfeld,' z. B. das Erd- 
maghetfeid, werde mit R 0 bezeichnet.' 



(1) 



25 



Figur la stellt die magnetische Auaeteuer-Induktion 3 
einer paramaghetiacheri Substanz auf ein Aussteuer- 
Magnetfeld 1 dar. Eine paramagnetism Substanz ist 



°o no no An.nA' r- av/^o m— r>> 



Ar\A a m\ /c.CAv^n tr\ f\A r\ 
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charakterisiert; durch sine konstante' Permeability 



ju±£t 0 jLi r mit ju r >\. Dabei be2eichnet = 4^-10" 7 — die 

Am 

Permeabilit&t des Vakuums und \l x die relative Permeabi- 
litat oder Permeabi'lifcatszahl des Materials. Die resul- 
fcierende magnetische Aussteuer-Iiidxiktion 3 



B(t)=t hMr H a sin(2^f)+ MoUr H t 



(2) 




k * - 

ist, wie in Figur la gezeigt, unverandert sinusformig. 
Ein paramagnetieches Material mit einer linearen Magne- 
tisierungskennlinie 2 liefert also eine unverzerrte 
Antwort . Das gleiche gilt entsprechond. fur diamagneti- 
sche Material ien mit konatanter relativer Permeabilitat 
A-<1 



15 




Superparamagnetic sche Substanzen wsisen dieerwahiite 
nicht-lineare und nicht-hystereti sche Magnetisierungs 
kennlinie 5 auf Die Magnetisierung M(H)- superparatnag. 
netischer Substanzen Xasst. sich im allgemeinen durch 
die Formel 



M(H) 



= MJl. { a£\ 



B 



(3) 



beschreiben. Dabei bezeichnet 



20 



L (x)=coth(*)-- 

x 



(4) 
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die Langevin-Funktion. S c die charakterietische induk- 
fcion, M a die. Sattigungsmagnetisierung der Partikel.und 

* — F~ das Argument der Langevin-Funktion. 

c 
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Sie • typiache magnetische Antwort eines ' superparamagne- 
tischen Materials iet-durch die verzerrte Sinusfunktion 
ale magnetische Aussteuer-Induktion 6 in Fig, ib darge- 
stellt und lasst sich im allgemeinen durqh Einsetzen 
von Formel (l) in Formal (3) gemafi Formel (5) beschz-ei- 

ben; 



(S) - 



, Mindungsgen&S wird ein Aussteuer-Magnetf eld 4 zur 

isieriingskennlinie 5 verwendet. 
Das Aussteuer-Magnetfeld 4 1st ein Wechsel-Magnetfeld 
mit bestimmtex- Fregueriz £. ' 

» - 

Zueatzlich wixd der Analyt mit e i nera 2 weiten Wechsel- 
feld (nicht dargestellt), e i nera SO g en annten Abtase- 
Magnetfeld, b'eauf schlagt . Die' Frequenz des Abtast- 
Magnetfeldes wird verschieden von der Frequenz des Aus 
steuer-Magnetfeldes 4,gewahlt. 

Figur 2 erlautert das dem Verfahren zugrunda liegende 
P^xnzip. Figur 2b kennzeichnet den Fall eines auperpa- 
ramagnetischen oder ferromagnetischen Analyten und Fig 
2a den eines diamagnetischen oder paramagnetischen Ana- 
lyten. Das Aussteuer-Magnetfeld 4 fuhrt, wie in Fig. l 
gezeigt, 2U einer verzerrten magnetischen Auesteuer- 



p * ■ 
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Induktion 6, deren zeitliche Abhangigkeit durch Formel 
(5) besehrieben wird. Das zusatzlich aufgebrachte zwei- 
te Wechsel-Magnetfeld fuhrt als Abtast-Magnetf eld in 
detn Falle, dass die durch das Aussteuer-Magnetfeld 4 
erzeugte magnetische Aussteuer-Induktion 6 seiiien Null- 
durchgang durchlauft, zu einer grofien zusatzlichen Ab- 
tast-lnduktion bei der Frequenz des Abtast-Magnecf eldes 
(Figur 2b, Nr. 9) . 

■ 

■ 

* 

In dem Falle, -dass die durch das erste Wechsel- 
Magnetfeld (Aussteuer-Magnetf eld 4) erzeugte Induction 

fuhrt das Abtast- 

- M ^ e H eld .. n ^ zusatzlichen Induction 
(Figur 2b, Nr.- 10) . " ----- — -. .. 

* * 

Die Amplitude des Antwort-Magnetfeldes n wird namlich 
durch die Ableitung der Magnetisierungskennlinie kon- - 
fcrollxert. i m p a i le superparamagnetischer oder ferrc- 
magnetischer Subetanzen ist diese Steigung-der Magneti- 
sierungskennlinie.im Fa ii e grofier Magnetf elder er- 
heblich kleiner als ± m Ursprung bei H = o. Fur superpa- . 
ramagnetische Substanzen mit einer. Magnet isierungskenn- 
Unxe gera a fi Gleichung (5) ergibt . sich dieee Aussage 
durch Betrachten der Ableitung der Langevin-Funktion, 

■ 

l-coth(x) 2 -_^ 



2 



(6) 



25 



die fur grofie |*|. erheblich kleiner ist als ± m Ursprung 
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Sfcellt man den Verlauf der Amplitude li der magneti- • 
sehen induktion, dae heist des Antwort-Magnetfeldee, 
bei der Frequenz des Abtaat -Magnet feldes als Funktion 
der Zeit dar, so erkennt man, dass dieae Amplitude 11 
gerade mit der doppelten Frequenz dee Ausateuer- 
Magnetfeldes 4 variiert. Sie hat ihre Minima bei den 
Extrema und ihre Maxima bei den. Nulldurchg&ngen des 

Auss.teuer-Magnetfeldea '4 bzw. der magnetischen Aussten 
er- induction s. ; 

* 

J 

• * 

im Falle einea paramagnatischen Analyten erhalt man 
aufgrund der linearen Magnetisierungskenniinie 2 in Fi- 
- 9^ -1 e Jr^..^F.^J^^jm^i soh e Induktion 3 durch 
- daa Aussteuer-Magnetfeld l.-Somit erhalt ' man' e±ne 

gleichbleibende Amplitude 8 der zusatzliehe.n Induction 
7 aufgrund des Abtast-Magnetfeldee unabhangig davon 
welchen Wert da, Auasteuer-Magnetfeld 1 bzw. die Aui 
■ steuer-lnduktion .3 gerade annimmt (Figur 2a , Nr 7) 
Die entaprechende Amplitude 8 der magnetischen Indukti- 
on bei der Frequenz des Abtaat -Magnetfeldee i 6t zeit- 
-Lich konatant. 

Neben der . doppelten Frequenz der Frequenz. des Aussteu- 
er-Magnetfeldes 4 (b«. Aussteuer-induktion S , enthalt 
die amplitude li dea Aussteuer-Magnetfeldea 4 bei der 
Frequenz des Abtaat -Magnetfeldee auch hohere Harmoni- 
sche der Frequenz des Auaateuer-Magnetf eldes 4 Bei 
einer symmetrischen Aussteuerung der Magnetisierungs- 
kennlime 5 (d.h. h 0 = o, findet man allerdings nur 
Frequenzkomponenten bei geradzahligen Vielfachen der 
Frequen S dea Aussteuer-Magnetfeldee. 4 . Bringt man zu- 
a^tzlxch ein statist Gleichfeld H 0 auf den Analyten 
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auf , so erhalt man zusatzlichs Frequenzkomponenten bei 
ungeradzahligen Vielfachen der Frequenz des Aussteuer- 
Magnetf eldes . 




15 



20 




25 



■ 

Das Verfahren weist den Vorteil auf, daJS nur Analyten 
mit nicUt-linearer Magnetisierungskehnlinie 5 eine 

« 

zeitliehe Variation der Amplitude 11 zeigen, wie in 
Fig. 2b gezeigt. Paramagnetische oder diamagnetiscbe 
Substanzen mit linearer Magnetisierungskennlinie 2 hin- 

» 

gegen weisen eine konstante Amplitude S der magneti- 
schen induktion bei der Prequenz des Abtast- 

■ 

Magnetf eldes auf (Pig. 2 a) . Diese Selektivitat zeichnet 
*** ■ e -^?A?.^aegera_afie Verf ahren gegentoer _den .Verf ahren 
gem&S Stand der Technik aus, die nieht unterscheiden, 
ob die gemessene Suszeptibilitat von einem dia- bzw. 

einem super- bzw. ferroparatnagne- 
tischen Material herrubrt. ' 



Figur 3 zeigt eine erste Vorrichtung zum selektiven 
Nachweis und/oder zur Quantif izierung superpara- 
und/oder. f erromagnetischer Partikel an Analyten. Die - 
Bauteile sind bo konf iguriert , dase eine auf grund ' , der 
. Nichtlinearitat der Magnetisierungskennlinie 5 der Par- • 
tikel erzeugte Frequenz-iftomponente der Magnetf elder 15, 
18 bei einer Mischf requenz gemessen wird. 

Erforderlich sind ein geeigneter Behalter 12, in dem ' 
sicb ein Analyt. in einem MeiSvolumen befindet. per Ana- 
lyt kann durch an sich bekannte verfabren wie selektive 
Physisorptlonsreaktion, Chemisorptionsreaktion, Prazi- 
pitatidn, Filtration, oder Extraktion in den Behalter 
12 eingebracht werden. An den Analyten sind nachzuwei- 
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superpara- und/oder. ferromagnetischen Partikel 
gekoppelt. 

Bin Oszillator 16 erzeugt di e Freguenz des Aussteuer- 
Magnetfeldea is, welches mittels ein es Feldgeherators 
17 dem Analyten beaufschlagt wird. ' 

i 

* 

Ein Oszillator i 3 erzeugt die Freguenz eines zweiten 
Wechsel-Magnetfeldes. des Abtast -Magnetfeldea 15., wel- 
ches mittels eines weiteren Feldgeneratore 14. dem Ana- 

achlagt wird. 

Das von den.Partikeln bzw. Analyten ausgehende Antwort 
- Magn e tf e id.l 9 -. w i r d-,vpn-einem Magnetf-el-dsenaor-20-ln-- 
eine elektrische spannung gewandelt und vorverstarkt , • 

Femer umfasst die Vorrichtung eine n ersten phasenemp- 
fandlichen Detektor 21, der die Freguenz des Abtast- 
Magnetfeldea 15 vom Oszillator 13 als Referenz einge- 
spexst bekommt. Dieser phasenempf indliche Detektor 21 
ermittelt den zeitlichen Verlauf der Amplitude ( e . Fig 
2, Nr. 11 bzw. 8) des Antwort-Magnetfeldes 19 bei der 
Freguenz des Abtast-Magnetfeldes lb. Diese Amplitude 11 
8 . wird durch einen zweiten phasenempf indlichen De- 
tektor 23, der durch Oszillator 16 die Freguenz des 
Aussteuer-Magnetfeldes 18 uber einen in-fachen Freguenz- 
vervielfacher 22 als Referenz gespeist bekommt, auf " ' 
erne Freguenzkomponente untersucht, die dem m-fachen 
Vielfachen der Freguenz des Aussteuer-Magnetfeldes 18 
entspricht, mit einer ganzen. positiven Zahl a . Bevor- 
zugt ward m gerade gewahlt, beaonders bevorzugt ist m = 
2. Die erzeugte Auagangsspannung 24 entspricht der Amp- 
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15 



20 




litude dieser Frequenzkomponente . Es wird eine Pre- 
quenz-KoTitponente. Jbei einer Mischfrequenz gemessen,. die. 
nur bei Vorliegen einer -Nichtlinearitftt der Magnetisie- 
rtingskeimiinie . der Partikel auftritt. 

* 

V - 

Sofera die Datektionskette 19 bis 23 linear arbeitet, 
ist die .Ausgangsspannung 24 linear votn superparamagne- 
tischen/f erromagnetischen Moment im. Probenvo lumen von 
Behalter 12 abhangig, 

* • 

Bei konstantem Moment der Einzel-Magnetpartikel im Ana- 
lyten und konstantem Messvolumen ist die Konzentration 
—.ff. r .. ma9ne ^ is ° hen Mar ^^ in der Probe proportional zur 



. Ausgangsspannung 24. Die Amplitude des Aussteuer- 
Magnetfeldea 18 wird in vorteilhaf ter Weiee derart ge- 

. wahlt, dass der Analyt in die magnetische Sattigung ge r 
trieben wird. Im Falle" superparamagnetischer Partikel, 

# 

deren Magnetieierungskennlinie 'durch Gleichung (3) be- 
schreibbar ist, wird die Amplitude des Auseteuer- 
-. Magnet f el dee 18 in der GroGenordnung dee charakteristi- 
schen Peldes B c der verwendeten superparamagnetischen 
Partikel gewahlt. Die . K^t^mung der 'der ' Magnetieierungs- 
kennlinie (Gleichung 3) zugrundeliegenden Langevin- 
Funktion 



^^ = -2cothW.(l-coth(^)-|- 



(7) 



2S 



hat ihr Betragsmaximum bei x 1,37. Besonders vorteil- 

* 

haft ist also eine Amplitude dee Aussteuer-Magnetfeldes 
18 von fi 0 H a =\£lB e . Die Freguenz des AusSteuer- 
Magnetfeldes 18 wird zur Aussteuerung der Magnetisie-. 
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rungskennlinie 5 in vorteilhaf ter Weise niedrig ge- 
wahlt, z. b. zwischen 50 Hz und 100 Hz, denn zur Erzeu- 
gung von Feldern derart niedriger Frequenzen k6nnen 
Spulen .it hoher -Windurigszahl und dement sprechend nied- " 
rige Str6me und Spannungen verwendet werden. Das Ab- 
tast-Magnetfeld 1 5 wird in vorteilhaf ter Weise hochfre- 
ouent gewahlt, z, b. zwischen 10 kHz und 100 kHz. Ins- 
besondere bei der Verwendung von Induktionsspulen als 
Magnetfeldsensoren 20 hat eine hohe Frequenz dee zwei- 
ten Magnetfeldes den Vort.il, dass die der Frequenz 
proportionale induzierte Spannung 24 in der Messspule 
20 hoch ist. p - . 



Bin etwaiges statisches Umgeb^ngs"-Qleichfeld wird in ~~ 
vorteilhaf ter Weise- moglichst klein gewahlt. 

» 

Figur 4 skizziert sine alternative Vorrichtung! Bin • 
Quarzoszili at or 25 wird zur Erzeugung einer Frequenz . 
verwendet, die mittels dreier Frequenzteiler as> 27 und 
28 heruntergeteilt wird'. Die Tei lungs verbal tnisse der 
drei Teiler 26, 27 ^d 28 werden dfcrart g.wahlt, dass , 




25 



1 1 

m + n n 



mat ganzeh, posit iven Zahlen e und n betragen. Die 
ganze, positive Zahl m bezeichnet das Vielfache der 
Aussteuer-Frequenz, da* demoduliext wird. in vort.il- 
hafter Weise wird « gerade, in besonders vorteilhafter 
Weiae wird m . 2 gewahlt. Die Feldgeneratoreu 17 und 14 
erzeugen das Aussteuer-Magnetfeld 18 und das Abtast- 

* 
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Magnetfeld is. Dae Ant wort -Magnetfeld 19 wird Ober eizxe 
• differential^, das he ifiC gradiometriache Induktiona- 
spule als Magnetfeldsenaor 20 aufgenommen; Die Spule 
xat derart anger ertigt, daea sie aus *wei- Identisch ga- 
fartigten. aber jeweila gegensinnig gewickelten, in Se- 
rie geschalteten Teilapulen besteht, wobei der Analyt 
- Behalter 12 nur in aina der beiden Teiiepulen einge- 
taucbt wird. Damit wird vorteilbaft err.icht. dass der 
para Slfcare Ef fekt dar direkten induction einar elektri- 
schen Spannung bai. der Abtastf reguenz gering gehalten • 
wird, ao dass dia *nplitude daa Abtast -Magnet f eldea 15 
sehr hoch gewablt werden kann, ohne daaa eine fibersfceu- 

tritt. Auf diese Weiae wird e*ir,e> a*-~4 

xse Wlra ein e Steagerung der Emp- 

fmdlachkeit der Apparatur erreieht. 

Perner beinhaitet die Vorricht»n^ 

XJ . vorrzciitung einen ersten phasen- 

De " fct0r 21 ' d " die «-a St - 
ZfiTT 3 ! ^ der " 

Mag^faiaea as ermitteac . DlMe ^ litude u bzw _ ■ 

auf eine Fre<^„a tomponente uatMn>uoht die 
taCtal dar- Fraquans dM AuBBteuer . 

Zahl a, Diese Iteferenifre,™™, wird lm Auafahrvmgsbei . 

-PX.1 dar Eigur 4 von einam Frequena-Tailer 3e dirafct 
-a dar ^ Oaiill , tors 25 

anatelle, wie j. m Beiapiel der p^«„-k- -a 

. _ _ . F aer f A 9Mr 3,- einen Frequenz- 

weise exnd auf diaa. Hei aa alia drei Canaan phaeen- 
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Starr gekoppelt, .so dasa ein etwaiger Oazillatordrift 
unerheblich fur die Measung isfc. 

* 

> 

Naoh den beiden phasenetnpf indlichen Detektoren 21 und 
23 steht die Ausgangaapannung 24 ale Meassignal zur 
Verf ugung . 

■ 

*igur 5 skiz Z ±ert eine weitere Vorrichtung. Ein Quarz- 
oezxllator 25 wurde als Preguenzbasis verwendet, die 
mittels dreier Prequenzteiler 29, 30 und 28 herunte^ge- 
teo.lt wurde. Die Teilungsverhaltniese der drei Teiler 
23, 30- und 28 .werden derart gewahlt, dasa sie jeweils 



1 



n'+m 



' 1 ■ 1 

/ r und — 



15 




25 



mit ganzen, positive* zanlen in und n betragen. Dabei ' 
bezeichnet wle der daa Vielfache der Auasteuer- 
PregUenZ - In ^eilhafter Weiae wird m gerade, in be- 
aonders vorteilhafter Weiae wird m = 2 gewahlt. Die 

IT^TT* ^ 5 b6inhaltet — Phasenen*,- 
fxndlichen Detektor 21, der die n-faeh heruntergeteilte 
Freguenz dea Oazillator 2 S als Referenz eingespeist be - 
kommt. Dieser phasenetnpf indliche Detektor 21 ermittelt 
den zeitlichen Verlauf der gleichen Magnet feldkompone*-. 
te in den beiden vorher vorgeatellten Ausfuhrunge- 

beispielen aus Pig. 3 und 4. 

f 

» 

Experin^ntell wurden Proben ^erechiedener Konzentratio- 
nen von Magnetpartikeln hergeetellt und vermessen. Dazu 
wurde eine L6aung von kolloidalen Eisenoxid-Partikeln 
i« ^anoxneter-Oreflenbereich hergestellt und aeriell mit 
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I! (PBS) TOtd5m[ . pigur , , 

■ 

^igur 7 zeigt, wie die Me BSsignale eW ^ @ 
l^entration ln Ab h , ngigkeit von gtatis ^^ 

erhalt .an bei nunimal! ^ ^-gsspan-' 
, minimal em Gleiphfeld. Bei einer 

Glexchfeidampiicude von etwa i o « ^ 

Minimum der Ausganos. ^eobachteh man ein 

• steiat * * US9an * aa P^ung, Mr hShere Gleichf elder 
steigt dag signal wieder an p«^^ & j ^ 
ze : 06T , _ ^ an. Rechnerisch lasst sich 

--gen, da 8 s das Signal einen yarlauf wie die dritte 
^^-^.^.^gevin-Punktion / 

^^^^ ' ' ^ ~ ™ Mil ma^^. .. . * 



(8) 



15 




25 



haben sollte. in Fiour •? , 

n Fxgur 7 1st vergleichsweise dieee 

«. - = :r - 

«r Ufa. st« isc h e Gie^feXd.r * 1. 
emdrucJcend gut. be - 

Figur 8 stellt die gemessen« auus . , . 

sprung einer P„bf™ K^T 19 AUS9 " 13S - 

Du*r.h t +■ Aussteue ^-Magnetfeld es dar 

Durcn Integration uber den a,™!,-* •» ■ . 
verlauf wurde das 2 u ! a ^ lltuden ^*ngigen signal- 
Fig a ! a^-tende Signal bereohnet und in 

warden ^T' ^ den MeSs - 

werten xst insbes.ond.re fur Kleine Amplituden gut . 



I 

I 
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Das erf indungsgemaSe Verf ahren/vorrichtung. kann insb e- 
sondere fux folgende Anwendungen verwsndet werdett: 

4 

Nachweis von chemiechen Substanzen, Zellen octer Viren 
toer die quantitative Erf assung der molekularen Wech- ■ 
selwirkung, insbesondere die Ligand-Rezeptor- 
Wechsalwirkung, die Antigen-Ant ikarper-Wechselwirkung 
und die Wechselwirkung zwischen Oligonucleotide, wobei 
d le superpara- und/oder ferromagnetischen Partikel an 
die subatanzen, zellen od er auch Viren gekoppelt sind. 
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1/ 4, 18 
2 



5 

6 



8 



9, 10 



11 



30 



13, 16, 25 
' 14, 17 
15 
19 
20 

21. 23. 
24 

2S, 27, 28, 
29, 30 



Aua ^ t euer - Magne t f e Id 
Magnetiaierungskennlinie, linear 

Magnet ischa Ausateuer- Induktion bei li- 

» 

nearer Magnetisierungskertnlinie 
Magnetiaierungskennlinie, nicht-linear 
Magnetische Aussteuer- Induktion bei 

• * 

nicht- linearer Magnet isierungskennlinie' 
zusatzliche Abtast- Induktion bei linea- 
' rer Magnetiaierungskennlinie 
Amplitude der magnetischen Induktion 
^-^^LZff^^^J^^.Abtast.-Magnet- 



feldes .bei linearer Magnet isierungs- ~ 
kennlinie 

zusatzliche Abtast-Induktion bei nichfc- 
linearer Magnetiaierungskennlinie 'bei 
Nulldurchgangen (9) un<3 Bxtrema (10) 
Amplitude der magnetischen Induktion 
bei der Frequens des Abt as t -Magnet - 
feldes bei nicht -linearer Magnetisie- 
rungskennlinie 
Oszillator 

< 

Fe 1 dgenara t or 

Abtast -Magnet f eld 

Ant wort -Magnet f eld ' 
Magnet f elds ens or 

phasensmpfindlicher Detektor 
Auagangs spannung 

Frequena -Teller 
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Patentanspruche 



1- 




10 



3 . 



15 




Verfaiiren zum Belektiven Nachweie und/oder zur 
Quanfcifizierung superparamagnetischer und/oder fer* 
romagnetischer Partikel, 
dadurch gekennz^ichnet , dass 

eine aufgrund der Niehtlinearitafc der Magnefcisie- 
rungskennlinie der Partikel erzeugte Frequenz- 
Komponente von Magnet feldern bei einer Mlschfre- 
quenz gemessen wird. 

» * 

Verfahren nach. Anspruch 1, 

dadurch-geksnnzeichnetr-dass -i 



25 



die Partikel zur Aussteuerung ihrer Magnetis'ie- . 
rungskennlinie (5) mit einem Aussteuer-Magnetfeld 
{4, 18) gegebener Frequenz beaufschlagt werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprijche, 
bei dem ;das Aussteuer-Magnetf eld (4, 18) eine Fre- 
guenz zwischen 50 und 100 Hertz aufweist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeiehnet , dass 

die Partikel. mit einem Abt as t -Magnet f eld (15) mit 
einer zum Auaateuer-Magnetfeld (4, 18) verschiede- 
nen' Frequenz beaufschlagt werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
bei dem dap Abtast-Magnetf eld (15) eine Frequenz 
zwischen 10 und 100 Kilphertz aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspiruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 



5. 
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8 



id. 



ein auf Grund der Einwirkung der beiden Wechsel- 
Magnetfelder (15, 18) induziertes Ant wort - 
Magnetfeld (19) der Partial gemessen wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfche, 
dadurch gekennzeichnet ; .dass 
die Amplitudenvariation (a, 11) des Antwort- 
Magnetfeldes (is) bei der Frequenz des Abtast- 
Magnetf eldes (15) gemessen wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anapruche , 
bei dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria- 
tion (8, 11) des Antwort -Magnet f eldes (19) bei der 

.Prequenz_dea_Abt aa t.Magnet£eldes_(.15)- gemessen 

wird, die ein ganzzahliges Vielfaches der Prequenz 
des Aussteuer-Magnetfeldes (4, is) betragt. 

■ 

verf ahren -nach einem der vorhergehenden Anspruche,. 
bex dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria- 
tion (8,. 11) des Antwort -Magna tf eldes (19) bei der 
Prequenz dea Abtast-Magnetf eldea (15) . gemessen 
wird, die ein geradzahligea Vielfaches der Prequenz 
des- Aussteuer-Magnatf eldes (4. 18) betragt. 




nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
bei dem die Frequenzkomponente der Amplitudenvaria 
tion (8, ii) des Antwort -Magnetfeldes (19) bei der 
Frequenz des Abtast-Magnetf eldes (is) gemessen 
wird, die das Doppelte der Prequenz des Auseteuer- 
Magnetf eldes (4, 18) betragt. 

i 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

Amplidudenvariatibn (11) des Antwort- 
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15 



12 



/ 



Magnetfeldea (19) gewandelt und als Ausgangsspan- 
nung (24) zur Bestimmung der Konzentration des Ana 
lyten verwendet wird. 

Vorrichtung zura selektiven Nachweis und/oder zur 
Quantifizierung superparamagnetischer und/oder fer- 
romagnetischer Partikel an Analyten umfasaend: 

- einen Behalter (12) mit nachzuweisendera und/oder, 
zu quantifizierenden, Analyten, ■ 

- mindestens einen Oszillator (13, 16; 25) ,. zur Er- 

zeugung von Frequenzen von Wachsel -Magnet feldern 
(15, 18), ' 

r mindestens einen Feldgenerator (14, 17)' zur Be- 

au^schl^gung-des-Analyten * m±tri!teel»ea;= — 

Magnetfeldern (15 , 18), • 

• ♦ 

- einen Magnetfeldseneor (20), zur Messung eines 
AntWt-Magnetfeldes (19) der Partikel, sowie 

- nandeetens einen phasenenipf indliehen Detektor 
(21, 23). 



20 




25 



.13. Vorrichtung nach Anspruch 12, 
umfaeeend 

mindeeteng einen Frequenz-Teiler. (26, 27, 28,. 29, 
30) zur Teiiung der Fraquenz des Osziilatorg (25)1 



14. 



Vorrichtung nach Anspruch 13 f 
dadurch gekennzeichnet, daS 

der oder die Frequenz-Teiler (2rf, 27, 28, 29, 30) 
die Oszillator-Frequenz im Verhaltnis ganzer, posi 
tiver zahlen teilen. 



15* Vorrichtung nach Anspruch 13 Oder 14, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
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die Frequenz-Teiler (26, 27, 28) 
Prec[uenz in den Verhaitnissen 

1 1 " „ 1 
— # und — 

i m*n n 
teilen. 



die Oscillator - 
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Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet , daae ■ . l 
die Frequenz-Teiler (28, 29, 3 0) die Oszillator 
Frequenz in den Verhaitnissen 

— f — ^— u'nd« -^r-* 
teilen. 



17* 



18. 



19. 



'20, 



Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
15 Oder 16, 

mit ganzen, positiven .'Zahlen fur t, m und n. 

r 

Vorrichtung nach einem der vorhergeWden Anspruche 
IS bie i7, 

mit m als gerader Zahl, insbesondere rait m - 2. 

» 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 

13 bis 18, 

die mindestens eine in einem Frequenz-Teiler (26, 
28) heruntergeteilte Oezillator-Frequenz' als Refe- 
renz in mindescens einen phasenempf indlichen Detek- 
tor (21, 23) eihspeist. 



Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
13 bis 19, 

die eine im Frequenz-Teiler (26) heruntergeteilte 
Oszillator-Frequenz als Referenz in einen phaeen- 
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empfiridlichen Detektor (21) und die eine im Fre- 
quenz-Teiler (28) heruntergeteilte Oszillator- 
Precjuenz ala Referenz in einen phasenempfindlichen 
Detektor (23). einspeist^ 
■ 

21. Vorrichtung nach einem- der vorhergehendem Ansprfche 
13 bis 20, 

gekennzeichnet durch, 

Feldgeneratoren (14, 17), die durch die Frequensen 
der Frequenz -Teller (26, 27, 29, 30) angesteuert 
werden . 

22. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 



12 bis 21, 

i 

umfassend mindestens einen Frequensvervielf acher 
(•22) . 



15 



23. 



■ 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprSche 
12 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet , dass. 

* 

der Magnet feldsensor (2 0) dif f erentiell ausgebildet 
1st. 




20 



25 



24. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 23, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

der Magnetfeldsensor (20) zwei Teilspulen gleicher 
Bauart umf asst . 

t 

» 

25. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bis 24, 

dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Teilapulen des Magnetf eldaensors (20) gegensin- 
nig gewickelt aind. 

* 

26. Vorriehtung nach einem der voxhergehenden Ansprtlche 
12 bis 25, 

dadurch. gekennzeichnet, dass 

die Teilspulen des Magnetf eldsensors (20) in Serie 
. geachaltet aind. 




10 



27 



• Vorriehtung nach' einem der vorhergehenden Anspruche 
12 bia 26, ' 

dadurch gekennzeichnet , dass 

der Beh&lter (12) mit den Analyten nur mit einem 
-aer-BSTden le ilspuien des Magnet S SSS mmtrnm {2^ r^ 
Kontakb steht. 
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15 
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Die Erf indung beschreibt ein Verfahren aura selektiven 
Nachweis und/oder zur Quant if izierung euperparamagneti- 
sclier urid/oder ferromagnetiBcher Partikel an Analyten. 

,Das verfahren ist dadureh gekennzeichnet , dass eine 
aufgrund der Nichtlinearitat der Magnetiaierungskennli- 
nie der Partikel erzeugte Frequenz-Komponente von Mag- 
netfeldern (15. 18) bei einer Mischfrequenz gemessen 
wird. 

• » 

Eine Vorriehtung zum selektiven Nachweis und/oder zur 
Quantif izierung iupe:rparamagrie^ ferrd- " 

magnetischer Partikel an Analyten umfasets 

- einen Behalter (12) mit nachzuweisendem und/oder zu 
quantif izierenden Part ikeln am Analyten, 

- mindestens einen Oszillator (13. 16; 25) , zur Erzeu- 
gung von Prequenzen von Wechsel -Magnet f el dem (15, 

.18)', ' 

- mindestens einen Peldgenerator (14, 17) zur Beauf 

achlagung des Analyten. mit Wechael-rMagnetfeldern (15, 
18), 

- einen Magnetfeldsensor (20) , zur Meeaung eines Ant- 
wort -Magnet feldea (19) der Partikel, 

- mindestens einen phasenempf indlichen Detektor (21, 

23), 

« 

wob^i die Bauteile so konf iguriert aind, dass eine auf- 
grund der Nichtlinearitat der Magnetisierungskennlinie 
der Partikei erzeugte Frequenz-Komponente derMagnet- 
f elder (15, 18) bei einer MiBChfrequenz gemessen wird; 
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